





















Ponovni  neuspjeh  tretiranja  ili  sposobnost  kukaca  da  prežive  primjenu 
insekticida  najčešće  je  posljedica  razvoja  rezistentnosti  štetnih  kukaca  na 
insekticide. Danas je pojava rezistentnosti kukaca zabilježena u gotovo cijelom 
svijetu,  a  prvi  put  je  ustanovljena  1947.  godine  u  kućne muhe  na  pripravak 
DDT. Najnovija  istraživanja govore o 1000 različitih vrsta kukaca koji su razvili 
rezistentnost na  jedan  ili više  insekticida.  Jedino  rana detekcija  rezistentnosti 
omogućuje  uspješnu  provedbu  antirezistentnih  strategija. Metode  kojima  se 
utvrđuje rezistentnost kukaca na insekticide općenito se mogu podijeliti u četiri 
skupine: biološke, biokemijske,  imunološke te molekularne. Cilj  je ovoga rada 
bio  opisati  svaku  od  navedenih  metoda  te  istaknuti  njihove  prednosti  i/ili 
nedostatke za primjenu u poljoprivredi. Biološke se metode najčešće koriste u 
praksi, najjednostavnije  su  i najjeftinije  za provedbu  te daju detaljniji uvid u 
mehanizam nastanka  rezistentnosti. Glavni  je nedostatak  što  zahtijevaju  žive 
jedinke  za  ispitivanje. Biološke  su metode  zbog  toga  radno  intenzivne, mogu 
oduzeti  puno  vremena  za  provedbu  i  zahtijevati  veliki  istraživački  prostor. 
Prednost je biokemijskih metoda što zahtijevaju opremu osnovnih laboratorija. 
Međutim  moraju  se  provoditi  na  živom  materijalu  pod  umjetnim  ili 
kontroliranim  uvjetima  što  ponekad  može  utjecati  na  aktivnost  enzima  u 
usporedbi s uvjetima na terenu. Imunološke metode temelje se na antitijelima 
koja  su  napravljena  za  velike  biokemijske  molekule  odgovorne  za  razvoj 




kod  određenog  tipa  rezistentnosti.  Omogućuju  otkrivanje  rezistentnih 

















uvođenje  antirezistentnih  programa.  Međutim  podrazumijevaju  detaljne 










application  is  most  often  due  to  thedevelopment  of  pest  resistance  to 
insecticides.  Today,  the  occurrence  of  insect  resistance  is  known  almost 
everywhere  in  the world.  The  first  evidence  of  resistance was  in  1947,  the 
resistance of  the housefly  to DDT.  The  latest  research  shows 1000 different 
insect species that have developed resistance to one or more insecticides. Only 






cheapest  to  implement,  while  others  require  more  expensive  laboratory 
equipment and qualified personnel, but also provide a more detailed  insight 
into the mechanism of resistance. The main disadvantage  is that they require 
live  specimens  for  testing.  Biological methods  are  therefore  labor  intensive, 
can be time consuming to  implement and require a  large research space. The 
advantage of biochemical methods is that they require the equipment of basic 
laboratories.  However,  they  must  be  performed  on  living  material  under 
artificial or controlled conditions which can sometimes affect enzyme activity 
compared to field conditions. Immunological methods are based on antibodies 
made  for  large  biochemical  molecules  responsible  for  the  development  of 
insect resistance to a particular insecticide. mmunological methods are easy to 
use however due to the specificity of the antibody they are very rarely used in 
the  determination  of  resistance  in  larger  areas.  Molecular  methods  of 
resistance research are based on the genotyping of mutations characteristic of 
a  particular  type  of  resistance.  They  enable  the  detection  of  resistant 
genotypes  in  the  population  early  enough, which  allows  further monitoring 
and  introduction  of  anti‐resistant  programs. However,  they  involve  detailed 













njegove  otrovne  učinke  prirodnim  odabirom  i mutacijama  (Davidson,  1957). 
Znanstvenici  Odbora  za  utvrđivanje  rezistentnosti  na  insekticide  (Insecticide 
Resistance  Action  Committee  ‐  IRAC)  rezistentnost  definiraju  kao  nasljednu 
promjenu  osjetljivosti  populacija  štetnika  koja  se  ogleda  u  ponovnom 
neuspjehu primijenjenog insekticida da postigne očekivanu razinu učinkovitosti 
kada  se koristi u  skladu  s preporukama. Rezistentnost  se može definirati kao 
nasljedna  sposobnost  toleriranja  doze  insekticida  koja  bi  bila  smrtonosna  za 
većinu  jedinki  u  određenoj  populaciji  iste  vrste.  Rezistentnost  kukaca  na 
insekticide  vidi  se  kada  populacija  kukaca  prestane  reagirati  ili  ne  reagira 
jednako na primijenjene insekticide (Javed i Agurla, 2017). Bez obzira na točnu 
definiciju,  u  praksi  su  potrebni  odgovarajući  alati  (biološki,  biokemijski  i/ili 
molekularni)  kako  bi  se  prepoznao  ključni  mehanizam  koji  uzrokuje 
rezistentnost  i  kako  bi  se  provodio  nadzor  na  razini  jedinke  ili  rezistentne 
populacije (WHO, 2012). 
Rezistentnost  kukaca  na  insekticide  svaki  dan  postaje  sve  veći  problem  u 
poljoprivredi. U većine kukaca  javlja  se problem  rezistentnosti na gotovo  sve 
glavne skupine insekticida. Prvi slučaj rezistentnosti kukaca zabilježen je 1947. 
na  DDT.  Callaghan  (1991)  navodi  kako  je  na  insekticide  u  svijetu  otporno 
najmanje 447 vrsta člankonožaca. Trinaest godina kasnije Miller (2004) navodi 
da  je  ta  brojka  dosegla  1000  rezistentnih  vrsta.  Četrdesetih  godina  prošlog 
stoljeća, poljoprivrednici u SAD‐u izgubili su 7 % svojih usjeva zbog rezistentnih 
kukaca,  dok  se  taj  postotak  1980.  godine  povećao  na  13 %  (Javed  i Agurla, 
2017).  Danas  su,  zbog  razvijene  rezistentnosti,  štetnici  velika  prijetnja  i 
ljudskom  zdravlju  što potvrđuje  činjenica da  su  komarci prenositelji malarije 
rezistentni na gotovo sve insekticide koji se koriste za njihovo suzbijanje.  
Uvođenjem  svake  nove  grupe  insekticida  prvi  slučajevi  rezistentnosti 
pojavljuju  se  unutar  20  godina  od  prvih  primjena.  Rezistentnost  kukaca  na 
insekticide ključni je čimbenik koji se treba uzeti u obzir pri razvijanju strategija 
suzbijanja  štetnika.  Da  bi  se  to  postiglo  potrebno  je  pratiti  pojavu  i  razvoj 
rezistentnosti  štetnika  na  poljoprivrednim,  šumskim  i  nepoljoprivrednim 
staništima. Radi praćenja (monitoringa) i utvrđivanja rezistentnosti razvijene su 
različite metode  kojima  se može  dijagnosticirati  rezistentnost.  Cilj  je  ovoga 




































se  djelatnoj  tvari  insekticida  koja  je  cilj  istraživanja,  a  učinkovitost  se 
uspoređuje  s  posljedicama  izlaganja  istoj  djelatnoj  tvari  sigurno  osjetljive 
populacije.  Najčešći  su  čimbenici  koju  se  istražuju  smrtnost, 
preživljavanje/oporavak i daljnji rast. Kada se osmišljavaju biološka istraživanja, 
osjetljive  se  populacije  moraju  pažljivo  izabrati  kako  bi  točno  prikazale 
raznolikosti  u  osjetljivosti.  Uvijek  je  dobro  prikupiti  i  upotrijebiti  nekoliko 
osjetljivih  referentnih  populacija  s  nekoliko  različitih  lokacija  ili  umjetno 
uzgojenu osjetljivu populaciju u laboratoriju (Kranthi, 2005; Burgos, 2015; Ishii i 
Hollomon, 2015). Biološke metode podrazumijevaju standardiziranu primjenu 
istraživane  djelatne  tvari  uzimajući  u  obzir  svojstva  insekticida  (npr.  način 
primjene, ciljani razvojni stadij, način prodora u štetnika, očekivane reakcije na 
biologiju  štetnika…)  i  biološke  karakteristike  štetnika  (npr.  tretiranje  svih 
genotipova vrste u odgovarajućem razvojnom stadiju). Za  ispravno tumačenje 




Biotestovima  možemo  otkriti  razinu  rezistentnosti  istraživanih  populacija. 
Pojam  razina  rezistentnosti  (eng.  resistance  level‐RL  ili  resistance  ratio‐RR) 
govori nam koliki  je omjer koncentracije pesticida potreban da bi  se postigla 
jednaka  učinkovitost  protiv  rezistentnih  populacija  i  referentnih  osjetljivih 
populacija.  Razina  rezistentnosti  istraživanih  populacija  određuje  se  nakon 
analize  krivulja  koje  pokazuju  učinak  pojedinih  insekticida  kod  primjene 
različitih  doza  (tzv.  dose‐response  krivulja)  na  istraživane  i  referentne 
populacije  štetnika.  Razina  rezistentnosti  određuje  se  na  temelju  vrijednosti 
učinkovitih koncentracija  ili minimalnih vrijednosti  inhibitorskih koncentracija 
(IC)  (Sebaugh,  2011).  Informacije  na  kraju  biotesta mogu  se  upotrijebiti  za 
razlikovanje  rezistentnih  od  osjetljivih  genotipova,  za  potvrđivanje  početka 







usporediti  jačinu  rezistentnosti  među  genotipovima.  Biotestovi  se  mogu 
upotrijebiti  za uvid u prirodu mehanizma nastanka  rezistentnosti  te  se mogu 
razlikovati  posebno  rezistentnost  uzrokovana  genetskim modifikacijama  koje 
utječu na ciljano mjesto  insekticida (target site resistance: TSR)  i rezistentnost 
uzrokovana mehanizmima  koji  ne  utječu  na  ciljano mjesto  insekticida  (non‐
target  site  resistance:  NTSR)  kao  što  je  pojačani  metabolizam  štetnika, 
smanjenje prodiranja insekticida u štetnika i slično. Te se razlike mogu temeljiti 
na opažanjima  iz  kombiniranih učinaka pesticida  (sinergizam,  antagonizam)  i 
drugih molekula (npr. drugih pesticida i slično) (Burgos, 2015).   
Glavna  je prednost biotestova njihova  jednostavnost. Uglavnom  zahtijevaju 
osnovnu  i  jeftinu opremu  i potrošni materijal. Biotestovi se mogu upotrijebiti 
za  otkrivanje  rezistentnosti  bez  obzira  na mehanizam  nastanka  iste.  Različiti 
insekticidi  uspješno  se  mogu  uspoređivati,  posebno  kod  vrsta  štetnika  koji 
imaju  aseksualnu  reprodukciju.  Glavni  je  nedostatak  biotestova  taj  što 
zahtijevaju  žive  jedinke  za  ispitivanje.  To  zahtijeva  rast  ili  razmnožavanje 
štetnika  i  njihov  uzgoj  sve  do  početka  istraživanja.  Biotestovi  su  zbog  toga 
radno  intenzivni, mogu oduzeti puno vremena za provedbu  i zahtijevati veliki 
istraživački  prostor.  Biotestovi mogu  biti  zahtjevni  za  postavljanje,  posebno 
zbog izbora ključne diskriminirajuće doze (doza pesticida koja pri kontroliranim 
uvjetima potpuno uništava ili zaustavlja rast svih genotipova za koje se smatra 
da  su  osjetljivi).  Sve  jedinke  koje  prežive  i  nastave  rast  nakon  primjene 
diskriminirajuće  doze  smatraju  se  rezistentnima.  Biološke  su  metode  često 
specifične za jednu vrstu štetnika u obliku opreme, dizajna, procedure izlaganja 





životne  važnosti  za  štetnike.  Njihova  učinkovitost  ovisi  o  broju  molekula 
pesticida  koji  dosežu  mjesto  vezanja.  Biokemijske  se  metode  često 
upotrebljavaju za karakterizaciju mehanizama nastanka rezistentnosti (Debieu i 
sur.,  2013),  ali mogu  biti  korisne  i  za  otkrivanje  rezistentnosti  u  situacijama 




Razvoj  rezistentnosti  na  ciljanom  mjestu  djelovanja  (TSR)  može  rezultirati 
strukturnim  promjenama  ciljanog  mjesta  djelovanja  insekticida  koje  u 
konačnici  smanjuju  afinitet  za  vezivanje  insekticida.  Rezistentnost može  biti 
dijagnosticirana  u  in  vitro  ili  in  vivo  istraživanjima  pomoću  više  inhibicijske 
koncentracije (IC50, srednja inhibicijska koncentracija: koncentracija insekticida 
koja  sprječava 50 %  aktivnosti  ciljanog enzima)  ciljanog enzima u prisutnosti 

















jedinke  (Srigiriraju  i    sur., 2010a; Srigiriraju  i  sur., 2010b;  Laleve  i  sur., 2014; 
Dayan  i  sur.,  2015).  Ako  je  došlo  do  razvoja  rezistentnosti  izvan  mjesta 
djelovanja  (NTRS),  zbog  prekomjerne  ekspresije  određenog  gena  doći  će  do 








Glavne  skupine  enzima  koje  su  uključene  u  katabolizam  i/ili  sekvestraciju 
insekticida  jesu  citokrom  P450  ovisan  o  oksidazi,  glutation‐s‐transferaza, 
glikoziltransferaze  i  karboksilesterase  (Kranthi,  2005;  Li  i  sur.,  2007;  Syed  i 
Yadav,  2012;  Délye,  2013).  U  rezistentnim  genotipovima  kod  razgradnje 
insekticida enzimi su prenamnoženi u rezistentnoj jedinki (Puinean i sur., 2010) 
ili  su  modificirani,  što  rezultira  učinkovitijom  razgradnjom  insekticida  kao 
rezultat povećanja specifičnih aktivnosti (Cui i sur., 2015). Analize temeljene na 
kolorimetriji  ili  flurimetriji mogu  se  upotrebljavati  za  otkrivanje  varijacija  u 
aktivnosti  enzima  koji  razgrađuju  insekticide  pomoću  specifičnih  supstrata 
(Reyes  i  sur.,  2012).  Također  se  ELISA  tehnika  može  koristiti  ako  su 
komercijalno dostupna odgovarajuća antitijela (Devonshire i sur., 1992; Reade i 
Cobb,  2002;  Nauen  i  sur.,  2015).  Međutim  ako  enzimatski  testovi  nisu 
relevantni  ili  nisu  tehnički  izvedivi,  mogu  se  provesti  i  druga  ispitivanja. 
Najčešća tehnika u tom slučaju uključuje radioaktivno obilježavanje insekticida 
za  in  vivo  praćenje  penetracije  insekticida,  njegovu  translokaciju,  izlučivanje 
(Hayashi  i  sur., 2001; Omrane  i  sur., 2015), degradaciju preko metabolita  za 
detekciju  insekticida (Ma  i sur., 2013; Nauen  i sur., 2015)  ili vezanje (Collavo  i 
sur., 2013;  Laleve  i  sur., 2014). Takvi  testovi  zahtijevaju pristup  radioaktivno 
obilježenim  insekticidima  i  skupu  laboratorijsku  opremu  (LC‐MS:  tekućinska 
kromatografija – masena spektrometrija, HPLC‐MS:  tekućinska kromatografija 





trebaju  pomno  i  pažljivo  odabrati.  Treba  se  definirati  granična  vrijednost  za 
određenu aktivnost  ili  IC50  insekticida kako bi se mogli razlikovati osjetljivi od 













za  velike  biokemijske  molekule  koje  su  odgovorne  za  razvoj  rezistentnosti 
kukca na određeni insekticid. Ove metode često koriste ili ELISA test ili dip‐stick 
format  za  otkrivanje  učestalosti  rezistentnih  kukaca  u  populaciji  na  polju. 
Imunološke  metode  dostupne  su  samo  za  utvrđivanje  specifično  povišenih 
esteraza  i  to  u  laboratorijima  koji  imaju  pristup  antiserumu.  Jedan  od 
antiseruma  razvijen  je  protiv  E4  karboksilaze  u  zelenoj  breskvinoj  lisnoj  uši. 
Pročišćena 1 gG frakcija  iz antiseruma koristi se za utvrđivanje razlika  između 
više  rezistentnih  populacija  zelene  breskvine  uši  (Devonshire  i  sur.,  1986). 




djelatne  tvari  iz  skupina  karbamata  i  organofosfornih  insekticida  (Kranthi, 
2005).  Testovi  se  temelje  na  polikonskim  antiserumima  napravljenim  za 
utvrđivanje rezistentnosti koja  je povezana s esterazama. Kako bi se uspješno 
utvrdila  rezistentnost  na  određenom  području  od  npr.  20  km,2  potrebno  je 
testirati 20  ‐40  jedinka pomoću opisanih  trakica za utvrđivanje rezistentnosti. 
Trakice  su  određenih  dimenzija  i  sadrže  sklop  nitroceluloznih membrana  na 
plastičnoj  podlozi.  Sadrže  i  malene  filtarske  jastučiće  koji  omogućavaju 
uvlačenje  insekticida kapilarnim tokom. Rezultati testa gotovi su za 10 minuta 
(Kranthi,  2005).  Ova  je  metoda  jednostavna  za  upotrebu,  međutim  zbog 




Molekularnim  se  metodama  istražuju  deoksiribonukleinska  (DNK)  i 
ribonukleinska  kiselina  (RNK)  i otkrivaju  geni  ili mutacije  koje  su povezane  s 
rezistentnošću. Polazni  je materijal  živo  ili mrtvo  tkivo,  iz  jednoga  ili  skupnih 
genotipova  (npr. populacije). Za molekularna  istraživanja mora se ekstrahirati 
dovoljna  količina DNK‐a  ili RNK‐a. Molekularni  se  testovi mogu  klasificirati  u 
dvije skupine koje se temelje na prirodi tehnologije koja se koristi. Prva skupina 
jesu  robusne  (rugged)  analize  pri  kojima  se  koristi  jednostavna  oprema  i 
tehnika  za  otkivanje  svega  nekoliko mutacija  u  limitiranom  broju  uzoraka,  a 
potencijalno  su  pogodne  za  uporabu  u  polju. Druga  kategorija molekularnih 
istraživanja  je  ona  u  kojoj  se  koristi  oprema  visoke  tehnologije  (hi‐tech)  za 
istraživanje rezistentnosti. Uporaba specijalizirane visoke tehnologije i opreme 
ima  potencijal  za mogućnosti  istodobnog  otkrivanja  višestruke  rezistentnosti 





















Mnoga molekularna  istraživanja  rezistentnosti  temelje  se  na  genotipizaciji 
mutacija  karakterističnih  kod  određenog  razvoja  rezistentnosti.  Robusni  se 
testovi  koriste  za  genotipizaciju  nakon  umnožavanja  DNK‐a.  Umnožavanje 
DNK‐a temelji se na PCR‐u, zahtijeva osnovnu opremu za molekularnu biologiju 
i može se provesti na izravno izoliranom DNK‐u (Délye i sur., 2016). 
Hi‐tech  genotipski  testovi  vrlo  su  precizni,  ali  uključuju  detaljne  analitičke 
metode  za  koje  je  potrebna  skupa  oprema  i  osoblje  s  visokim  tehničkim 
vještinama  za  izvođenje  ispitivanja. Općenito pružaju najtočnije  informacije  i 
koriste  se osim  za otkrivanje  i  za  kvantificiranje mutacija u  genomu  štetnika 
(Bass  i  sur.,  2007).  Glavna  je  prednost  takvih  kvantitativnih  molekularnih 
testova  za  istraživanje  rezistentnosti  u  odnosu  na  druga  ispitivanja  da  imaju 
vrlo  nizak  prag  detekcije  (Black  i  Vontas,  2007).  Hi‐tech  testovi  omogućuju 
otkrivanje  rezistentnih genotipova u populaciji dovoljno  rano  što omogućava 
daljnje  praćenje  i  uvođenje  antirezistentnih  programa  (Délye  i  sur.,  2013; 
Walker  i  sur.,  2013;  Siegwart  i  sur.,  2015).  Robusni  testovi  ostaju  kao 





interesa  istraživanja  i  omogućuje  otkrivanje  i  identifikaciju  svih mutacija  na 
ključnim mjestima za osjetljivost  insekticida (i pesticida općenito). Tehnologija 
next  generation  sequencing  (NSG)  otvorila  je  nove  mogućnosti  za  točno 
otkrivanje i kvantifikaciju mutacija koje su odgovorne za rezistentnost štetnika 
na  pesticide  (Wride  i  sur.,  2014)  i  omogućuje  sekvenciranje  jednog  ili  više 
dijelova DNK‐a/RNK‐a nastalih u procesu umnožavanja. U jednom NSG ciklusu 
može se analizirati nekoliko serija genotipova (Délye i sur., 2016). NSG analiza 





Redovito  praćenje  rezistentnosti  kukaca  nužno  je  da  bi  se  proaktivno 
reagiralo  u  njihovom  suzbijanju. Ako  se  na  vrijeme  ne  detektira,  rezistentna 
populacija  s  vremenom  može  postati  dominantna  i  fiksna  na  određenom 
području. Kako  je  intenzivna poljoprivreda ovisna o zaštiti bilja  temeljenoj na 
pesticidima,  rano  otkrivanje  razvoja  rezistentnosti  ključ  je  za  održavanje 
učinkovitosti kemijskih pripravaka posebno u trenutnom globalnom programu 
smanjenja  uporabe  zaštitnih  sredstava.  Stoga  je  potrebno  češće  provoditi 
praćenje  učinkovitosti  insekticida  (pesticida  općenito)  te  time  postići  rano 
otkrivanje rezistentnosti na pojedine djelatne tvari. Odabir metode utvrđivanja 







opremi. Biološke metode najčešće  se  koriste u praksi, najjednostavnije  su  te 
najjeftinije za provedbu, dok sve ostale metode  iziskuju skuplju  laboratorijsku 
opremu  i  za  to  kvalificirane  djelatnike. Međutim  dok  biološke metode  daju 
osnovni odgovor o pojavi  rezistentnosti, biokemijske,  imunološke, a posebice 
molekularne  metode  daju  detaljniji  uvid  u  sam  mehanizam  nastanka 
rezistentnosti  na  razini  stanice/molekule/gena  što  je  od  ključne  važnosti  u 
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